BAB Il
METODOLOGI PENELITIAN

3.1. Desain Penelitian
Penelitian ini merupakan studi eksperimental untakengetahui

terdegradasi atau tidaknya TEL dalam liposBRC-TEL 2,5 oleh hepar mencit

secaran vivo.

3.2. Identifikasi Variabel
Variabel bebas : Durasi liposom EPC-TEL 2,5 padaaié€3H

dari injeksi sampai pembedahan.
Variabel terikat : Terdegradasi atau tidaknya TEdlach liposom
EPC-TEL 2,5.
Dalam menentukan variabel bebas, peneliti mengaamakala nominal
(kontrol dan 1 jam). Untuk mengukur variabel tetikgeneliti menggunakan skala

nominal (terdegradasi atau tidak).

3.3. Tempat dan Waktu
Penelitian dilaksanakan di laboratorium Departefir@masi Kedokteran

Fakultas Kedokteran Universitas Indonesia padanbMlaret 2007 sampai dengan
Maret 2008.

3.4. Definisi Operasional
Dalam penelitian ini, ada beberapa istilah yangu$atijelaskan secara

eksplisit sehingga tidak menimbulkan salah persefgdam pemahamannya,
antara lain:

» Degradasi adalah pemecahan suatu senyawa kimia ldéksnmenjadi
senyawa-senyawa yang lebih kecil dan kurang konsplgkng merupakan
senyawa penyusunnya.

* In vivo merupakan suatu istilah untuk menyatakan ‘di dalsmatu
organisme yang hidup’.

» Tetraeter lipid adalah suatu jenis lipid hasil elssi dari archaea, yang

pada penelitian ini berasal ddiiermoplasma acidophilum.
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 EPC-TEL 2,5 adalah formulasi liposom yang mengagdun
lesitin/fosfatidil kolin kuning telur€gg yolk phosphatidyl cholire EPC)
dan TEL 2,5 mol % daiihermophilus acidophilum

* Injeksi intraperitoneal adalah suatu metode penlant untuk
memasukkan suatu substansi ke dalam rongga pezitone

* Mencit merupakan hewan percobaan, yang digunak&mdpenelitian
ini, yang berasal dari galur C3H.

* Rfmerupakan jarak bercak dari titik awal dibagi jatidik awal ke batas
akhir elusi.

» Terdegradasi adalah jika pada kelompok perlakuatapat bercak selain
bercak pada kontrol dengan TEL dengdyang berbeda

» Tidak terdegradasi adalah jika seluruh bercak padempok perlakuan
mempunyaiRf yang sama dengan bercak pada kelompok kontrolateng
TEL.

3.5. Sampel Penelitian
Sampel penelitian ini adalah mencit galur C3H janten betina hasil

breedingdi Departemen Patologi Anatomik FKUI.

3.6. Kriteria Inklusi
Kriteria inklusi sampel yang digunakan adalah miegalur C3H berusia

12- 16 minggu dengan berat 18-24 g.

3.7. Besar Sampel
Penelitian ini merupakan bagian dari penelitianukndPenelitian induk

merupakan penelitian mengenai stabilitas biologiELT Untuk mengetahui
degradasi TEL secara kontinu, maka penelitian ingukagi atas 5 kelompok
perlakuan berdasarkan interval waktu yang berbaita kelompok yang diamati
degradasi TELnya dalam hepar 30 menit, 1 jam, 2 fajam, dan 8 jam setelah
injeksi liposom. Ditambah dengan kelompok konty@itu kelompok yang tidak

diinjeksi liposom, maka sampel penelitian terdaridd kelompok.

Kemudian besar sampel penelitian ini dihitung dermgsnus Federer:

(n-1) (+-1)> 15
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Keterangan:
n = jumlah sampel tiap kelompok

t = jumlah kelompok

Dari rumus di atas dapat dilakukan perhitunganabesmpel sebagai
berikut:

t = 6, maka didapatkan:
(n-1) (6-1)> 15

(n-1) 5> 15

(n-1)>3

n>4

Dari hasil perhitungan di atas, jumlah mencit yakgn dijadikan sampel
dalam penelitian ini adalah sebanyak 4 ekor unttiag kelompok. Sehingga
jumlah total sampel pada penelitian induk adalakekf mencit.

Akan tetapi dalam penelitian yang penulis telitienplis hanya
menganalisis dan membahas degradasi TEL pada Bhgelq yaitu kelompok
kontrol dan kelompok dengan perlakuan, yang diachegradasi TELnya dalam
hepar 1 jam setelah injeksi liposom. Sehingga jantlawan yang digunakan
dalam penelitian penulis adalah sebanyak 8 ekobat¢e dalam 2 kelompok,
dengan masing-masing kelompok memiliki sampel 4r @kencit yang dipilih
secara acak. Adapun kelompok perlakuan yang laielitdoleh rekan peneliti
yang lain.

Perlu diketahui bahwasanya kelompok kontrol merapakelompok
pembanding yang digunakan bersama-sama sehinggaolkkgang digunakan
oleh penulis merupakan sampel yang sama dengan digngakan oleh rekan

peneliti lain yang tergabung dalam penelitian induk

3.8. Alat dan Bahan
Hewan coba:

* Delapan ekor mencit C3H jantan dan betina hds#éeding di
Departemen Patologi Anatomik FKUI.
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Bahan:

Liposom EPC-TEL 2,5 (TEL dariThermoplasma acidophilum

diperoleh dari IFB Halle, Jermaagg-yolk phosphatidylcholingEPC)

dari Lipoid®)
Kloroform

Etanol

Larutan Bufer PBS
Metanol

Etil asetat

NaOH 0,01M

Eter

Larutan NaCl 0,9%
Tembaga asetat 3%
Asam fosfat 8%
Gas N

Alat:

Labu 250 mL

Beads

Rotavapor-vacuum pump-waterbakchi
Alat sentrifugasi Sorvall Biofuge Primo
Tabung sentrifugasi

Tabung kimia

Gelas ukur

MicropipetteSocorex

Microliter SyringesHamilton
Homogenizeturex®

Kertas saring Whatman

Toples

Chamber

Pipet
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» Set alat bedah minor

e Sarung tangan

e Spuit 27 G

* Timbangan gram

* Timbangan milligram

* Timbangan mikrogram Mettler AE 200
e Lembar KLTsilica gd 60 F254 Merck

* Komputer darscanner

« Oven

* Hairdryer

3.9. Cara Kerja®19%

Penelitian ini terdiri dari 4 gelombang dengarsing-masing gelombang
menggunakan 2 mencit yaitu 1 mencit perwakilan datiap kelompok kontrol
dan kelompok perlakuan. Kelompok kontrol adalahokgiok mencit yang
diinjeksi larutan NaCl fisiologis secara intrapenieal sebanyak 0,5mL dan
segera dieuthanasia, kemudian diangkat heparnyalan§kan kelompok
perlakuan yang penulis teliti adalah kelompok niteyeng diinjeksi TEL secara
intraperitoneal sebanyak 0,5 mL dan dieuthanaganlsetelah injeksi, kemudian
diangkat heparnya.

Tahap cara kerja terdiri atas preparasi liposoneksi liposom pada
mencit dan pengambilan hepar, ekstraksi hepar, apgsp kalibrasi, dan
kromatografi lapis tipis. Liposom selalu dibuatibgada setiap gelombang untuk
menghindari adanya kesalahan dalam penyimpanana Batlap gelombang
dilakukan tahap cara kerja yang sama.

Terdapat beberapa cara kerja yang dilakukan imersama dengan rekan
peneliti lain yang tergabung dalam peneliti indy&itu tahap preparasi liposom
dan kromatografi lapis tipis. Hal ini dilakukams&ta-mata untuk alasan efisiensi
waktu dan agar dapat mengetahui tingkat degradaki pada setiap kelompok

perlakuan secara runtun.

Tahap | — Preparasi Liposom
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Preparasi liposom EPC-TEL 2,5 menurut metode yakentbangkan oleh
Purwaningsitf
1. Menyiapkan labu ukuran 250 mL yang telah dicucigdemair tanpa sabun
berulang kali, setelah itu dibilas dengan etanwhiedan dikeringkan.
2. Menyediakan EPC dan TEL
EPC dan TEL disiapkan menurut kelompok yangetties pada
penelitian induk yaitu terdiri dari 24 mencit, tagh menjadi 6 kelompok
(kontrol, perlakuan 1 (30 menit), perlakuan 2 (6énit), perlakuan 3 (2 jam),
perlakuan 4 (4 jam), dan perlakuan 5 (8 jam)). IBaaaan penyuntikan
dibagi menjadi 4 gelombang, masing-masing terdari & mencit yang
merupakan perwakilan dari masing-masing kelompok.
Jumlah EPC dan TEL per gelombang dihitung untukimal
jumlah sampel + (jumlah sampel x 10%), yaitu mirdi®a (6 x 10%) = 7
mencit. Untuk meminimalisasi kemungkinan kesalatialam pengambilan
bahan yaitu kurangnya pengambilan bahan, maka furBRC dan TEL
dihitung lebih dari sejumlah mencit yang dibutuhkgaitu menjadi 8
mencit.
Perhitungan jumlah TEL yang dibutuhkan:
* Berat molekul TEL ~ 1488,4
1 mol=BM/L =1488,4 g/L
1 mol = 1488,4 mg/mL
1 mmol = 1,4884 mg/mL
0,1 mmol = 0,14884 mg/mL
Maka jumlah TEL yang dibutuhkan per gelombang:
* 8 mencitx @ 0,1 mmol = 8 x 0,14884 mg = 1,1904~ig2 mg

Perhitungan jumlah EPC yang dibutuhkan:
e TEL=2,5% EPC
» Sehingga mol EPC: mol TEL =40:1
 TEL yang digunakan yaitu 0,1 mmol, maka EPC yargumikan
adalah 4 mmol @ mencit.
* 1 mmol EPC =0,78 mg

e Sedangkan untuk 1 mencit dibutuhkan 4 mmol.
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Maka jumlah EPC yang dibutuhkan per gelombang:

* 8 mencitx @ 4 mmol =8 x4 x 0,78 mg = 247485 mg

3. Memasukkan EPC dan TEL (sesuai perhitung&d®ads dan campuran
kloroform etanol 1:1 sebanyak 10 mL ke dalam labu.

4. Memutar labu dengan Rotavapor buchi.

e Mula-mula dengan kecepatan sedang dan tekanan B&@ m

» Setelah volume yang tersisa dalam labu menjadngate volume
awal, kecepatan ditingkatkan dengan tekanan tetap.

» Ketika cairan sudah mulai kering, tekanan diturumkaertahap
sampai 30-40 mBar dan dibiarkan selama + 1 jam.

* Saatbeadssudah tidak bergerak, dibiarkan selama 1-2 jam.

» Setelah liposom kering, rotavapor dimatikan. Sebeldimatikan
tekanan dinaikkan sampai 960 mBar, kecepatan dikamn, kemudian
dimatikan.

5. Menyiapkan bufer PBS dengan pH 7,4. PBS yang ditkato yaitu 0,5 mL
tiap mencit. Sehingga banyaknya bufer PBS yangtalitkan per gelombang
adalah 0,5mL x 8 = 4mL.

6. Memasukkan PBS ke dalam tabung untuk melarutkasdim.

Tahap Il = Injeksi Liposom pada Mencit dan Pengambian hepar
1. Mengambil mencit dengan carandom samplingdan diberi nomor untuk
identifikasi kelompoknya agar tidak tertukar dengalfompok lain.
2. Menimbang dan mencatat berat mencit kelompok kbui@o perlakuan (1
jam).
3. Menginjeksi liposom sebanyak 0,5 mL ke dalam mekeidmpok perlakuan
secara intraperitoneal dan mencatat waktu injeksi.
4. Mengeuthanasia mencit kelompok perlakuan dengan ktgam setelah
injeksi intraperitoneal.
5. Mengambil hepar mencit dengan membedahnya.
6. Meneteskan NaCl 0,9 % secukupnya pada hepar sgiembedahan.
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7. Menimbang hepar dan mengambil sebanyak 200 mgstappel, kemudian
dikemas dalam alumuniufoil lalu disimpan dalam wadah berdhiy ice dan
dimasukkan dalarfreezer

8. Menginjeksi NaCl 0,9 % sebanyak 0,5 mL ke dalam citekelompok
kontrol secara intraperitoneal.

9. Mengeuthanasia mencit kelompok kontrol dengan stgera setelah injeksi
intraperitoneal.

10.Mengambil hepar mencit dengan membedahnya

11.Meneteskan NaCl 0,9 % secukupnya pada hepar spambedahan.

12.Menimbang hepar

13.Hepar dipotong dan diambil 2 potongan dengan bming-masing 200
mg. Potongan pertama dinamakan kontrol, sedangk@ongan kedua
dinamakan kontrol dengan TEL. Kontrol dengan TELrupekan hepar
mencit kelompok kontrol yang akan ditambahkan TEtasain vitro pada
saat proses homogenasi.

14.Hepar dikemas dalam alumuniuwil lalu disimpan dalam wadah berasy
ice dan dimasukkan dalafreezer.

15.Data mengenai berat mencit keseluruhan dan benparinga terlampir

(Lampiran 2.).

Tahap Il -- Ekstraksi hepar

1. Menghomogenasi masing-masing hepar yang telahpiiempada tahap Il
dengarhomogenizet.urex.

2.  Khusus pada hepar kontrol dengan TEL, ditambahk&mQ liposom EPC-
TEL 2,5secaran vitro dan kemudian dihomogenasi.

3. Menyiapkan 2 mL metanol, kemudian meneteskanny&isetgmi sedikit
ke dalam homogenizer selama proses homogenasi.

4. Melakukan sentrifugasi terhadap hepar yang tetahomogenasi dengan
kecepatan 3000 rpm selama 30 menit.

5.  Memisahkan antara supernatan dan residu dari kesttifugasi tersebut,
kemudian diberi label supernatan | dan residu I.

6. Menghomogenasi residu I.
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10.

11.

12.

13.

14.

Menyiapkan 2 mL metanol, kemudian meneteskannyikisetmi sedikit
ke dalam homogenizer selama proses homogenasresida .

Melakukan sentrifugasi residu | dengan kecepatad03@m selama 30
menit.

Melakukan pemisahan kembali antara supernatan daidlu; kemudian
diberi label supernatan Il dan residu IlI.

Mencampurkan supernatan | dan Il kemudian dikeangdlengan gas N\
yang disebut residu Ill.

Melarutkan residu 11l dengan 1,5 mL etil asetat 82 NaOH 0,01 M, yang
disebut supernatan ll1.

Melakukan sentrifugasi terhadap supernatan Ill darigecepatan 3000 rpm
selama 30 menit.

Melakukan pemisahan kembali antara supernatan daidu; kemudian
diberi label supernatan 1V dan residu IV.

Mengeringkan supernatan |V dan residu IV denganNgayang kemudian

diberi label supernatan V dan residu V.

Tahap IV -- Persiapan Kalibrasi

1.

Pada awalnya, kalibrasi dibuat dengan mengunakédndéBgan konsentrasi
75ug, 150pg, dan 30Qug.

TEL yang tersedia adalah 15,2 mg dalam 10,1 mlkamantuk
mendapatkan konsentrasi [1§, 150ug, dan 30Qug digunakan perhitungan:
15,2 mg TEL dalam 10,1 mL maka
1 mL =15,2 mg/10,1 mL = 1,504 mg/mL
X = volume yang dibutuhkan
X/1mL x 1,504 mg = 7%g
X/1mL x 1,504 mg = 75 mg x 10
X = 75/1,504 mL x 18
X = 49,8670212 mL x 19
X =50 mL.

Dapat simpulkan bahwa tiap pengambilan FQ didapatkan

konsentrasi TEL sebesar j4§. Maka:
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» untuk kalibrasi 75 ug dibutuhkan pQ.
» untuk kalibrasi 150 ug dibutuhkan 1Q0.
» untuk kalibrasi 300 ug dibutuhkan 2(0.

Sebelum penelitian yang penulis lakukan, terdapgtandahuluan.
Pada pengujian tersebut TEL dengan konsentragg/7350ug, dan 30Qug
diaplikasikan pada Lembar KLT. Hasil pengujian mgnkkan bercak TEL
tidak terlihat jelas. Agar bercak TEL dapat terdiHabih jelas maka
konsentrasi kalibrasi dinaikkan 10@, 200pg, dan 30Qug.

Menyiapkan kalibrasi dengan konsentrasi 1§0200ug, dan 30Qug.

TEL yang tersedia adalah 90 mg dalam 4,5 mL caampur
kloroform-metanol 2:1, maka untuk mendapatkan kotrasi 100ug, 200
pg, dan 30Qug, digunakan perhitungan:

90 mg TEL dalam 4,5 mL maka
X = volume yang dibutuhkan
X/4,5 mL x 90 mg = 10¢kg

X/4,5 mL x 90 mg = 100 mg x 10
X = 450/90 mL x 16

X =5mL x 10°

X =5uL.

Dapat simpulkan bahwa tiap pengambilan & didapatkan
konsentrasi TEL sebesar 100. Maka:

» untuk kalibrasi 10Qug dibutuhkan L.
» untuk kalibrasi 20Qug dibutuhkan 1QuL.
o untuk kalibrasi 30Qug dibutuhkan 1%L.

Akan tetapi setelah di aplikasikan pada Lembar Kh&cak TEL
pada konsentrasi 1Q@ kurang terlihat jelas pada semua gelombang kiecual
pada gelombang 4. Sehingga agar bercak TEL bispatartebih jelas,
konsentrasi kalibrasi TEL yang digunakan adalah |2§0300ug, dan 400
Hg.

Menyiapkan kalibrasi menggunakan TEL dengan komasn200ug, 300

pg, dan 40Qug.
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4. TEL yang tersedia adalah 150 mg dalam 1 mL. Lall @&mbil 0,1 mL
(15 mg), kemudian diencerkan dengan penambahanuramkloroform-
metanol 2:1 sebanyak 0,65 mL. Sehingga didapatk@dd &L = 15 mg.
Maka untuk mendapatkan konsentrasi 20, 300 pg, dan 400pug,
digunakan perhitungan:

X = volume yang dibutuhkan
X/0,75 mL x 15 mg = 20Qg
X/0,75 mL x 15 mg = 200 mg x10
X =200 x 0,751L/15 = 10uL
Dapat disimpulkan bahwa tiap pengambilan @D didapatkan

konsentrasi TEL sebesar 100. Maka:

o untuk kalibrasi 20Qug dibutuhkan 1QuL.

» untuk kalibrasi 30Qug dibutuhkan 1%iL.

e untuk kalibrasi 40Qug dibutuhkan 2L

Tahap V — Kromatografi Lapis Tipis (KLT)

Untuk melihat ada atau tidaknya degradasi pada Tizka dilakukan KLT.

Pada tahap V ini, aplikasi KLT dilakukan bersammagpada lembar KLT yang

sama dengan semua kelompok pada penelitian indak ada atau tidaknya

degradasi TEL pada semua kelompok dapat terlilcatradderurutan.
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1. Menyiapkan lembar KLT dengan ukuran seperti wéda ini
14 cm
' |
:I_ 0.5 cm
L 6.5 cm
SUMITR
0,5 cm A |
1 2 3 4y 5 B L 8 9 10 - lcm

Gambar 4. Lembar KLT

Keterangan gambar:

a. Sumur 1 : Kalibrasi 1 *

-~ ® a o o

= Q@

Sumur 2:
Sumur 3 :
Sumur 4 :
Sumur 5 :
Sumur 6 :
Sumur 7 :
Sumur 8 :

Sumur 9 :

Kalibrasi 2 *
Kalibrasi 3 *

Kontrol*

Kontrol dengan TEL*
Perlakuan 30 menit
Perlakuan 1 jam *
Perlakuan 2 jam

Perlakuan 4 jam

j. Sumur 10 : Perlakuan 8 jam
* Merupakan sumur yang penulis analisis dan akaaldis di bab
selanjutnya.
Mengeringkan lembar KLT dengan aliran udara pahasdyer).
3. Mengaplikasikan kalibrasi sesuai dengan konsenya@sj telah ditentukan

diatas ke dalam sumur.
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10.

11.

Melarutkan supernatan V kelompok kontrol, kontr@ndan TEL, dan
perlakuan dengan 3QQ. campuran kloroform-metanol 2:1.
Mengaplikasikan supernatan yang telah dilarutkdausgak 2QuL ke dalam
sumur yang sesuai menggunakaicroliter syringeHamilton.
Menyiapkanchamberdan tutupnya dengan ukuran yang sesuai.
Menyiapkan eluen berupa campuran kloroform-etarl 6

Merujuk pada penelitian terdahulu mengenai lipo$PC-TEL 2,5
yang dilakukan oleh Purwningsih, pada awalnya dldase gerak yang
digunakan pada penelitian ini adalah campuran kbono-etanol dengan
perbandingan 9:1. Namun pada pengujian yang dikulsebelum
penelitian ini didapatkan bahwa dengan perbandiefzmn 9:1, bercak lipid
naik terlalu cepat sehingga melewati garis batakiraklusi. Untuk
mengatasnya, maka perbandingan eluen diubah ménhjadi
Menyiapkan tembaga asetat 3% dan asam fosfat 8&gaigbewarna.
Memasukkan kertas saring ke dalaohamber dengan posisi diatur
sedemikian rupa agar melapisi alas dan dindirgmber
Memasukkan eluen ke dalashamberlalu tutup chamber dan tunggu
hingga kertas saring menjadi jenuh
Memasukkan dan memposisikan lembar KLT sedemikigma rkedalam
chamber sehingga sumur-sumur yang berisi kalibrasi dan pshnidak

tercelup.

= e

.\ T e e

|

|
)| Py

5

Gambar 5. Posisi lembar KLT, kertas saring, daarehuada:hambe?'2
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12. Menutup chamber dengan rapat dan mengamati dersgksama
pergerakan eluen pada lembar KLT.

13. Mengangkat lembar KLT ketika eluen telah mencapaisgakhir yang
ditentukan

14. Mengeringkan lembar KLT

15. Mencelupkan lembar KLKe dalam pewarna selama 10 detik

16. Mengeringkan lembar KLT pada suhu ruangan hinggadse

17. Memasukkan lembar KLT ke dalaoven selama 10 menit dengan suhu
180°C. Karena berdasarkan penelitian terdahulu ydiakukan oleh
Purwaningsih, bercak TEL tidak muncul sebelum dgskan dengan suhu
180°C.

18. Mengeluarkan lembar KLT dari dalaowen

19. Melakukan pemindaian lembar KLT dengan menggunakanner

20. Mengolah data yang diperoleh dari hasil pemindai@mngan menggunakan
program Adobe Photoshop 7.0.

21. Menilai hasil yang tampak pada lembar KLT dan meadiaisnya.

3.10. Manajemen dan Analisis Data

Tabel 2. Manajemen dan Analisis Data

Langkah Jawaban

1 | Variabel yang dihubungkan Variabel yang dihubamgkadalah

durasi liposom pada mencit (nomina

)
dan terdegradasi atau tidaknya TEL

(nominal)
Jenis hipotesis Komparatif
Masalah skala variabel Kategorik

Berpasangan / tidak berpasangan  Tidak berpasanga

g hl W DN

Jenis tabel B x K 2Xx2

Kesimpulan: Jenis tabel pada penelitian ini adatatkx 2. Uji yang
digunakan adalah ugihi squarebila memenuhi syarat. Bila tidak memenuhi

uji chi squaremaka akan dilakukan Fisher

Penilaian hasil..., Yani Zamriya, FR Ul, 2009



Akan tetapi pada penelitian ini hasil yang dipendidak dapat dianalisis

secara statistik sehingga tidak ada uji hipotesgyydigunakan.

3.11. Masalah Etika
Sampai saat ini di Fakultas Kedokteran Universitadonesia (FKUI)

belum terdapat komisi etik yang menangani penaliy@ng menggunakan subjek
hewan. Di FKUI hanya terdapat komisi etik yang nmggai penelitian dengan
objek manusia. Sehingga surat persetujuan etikkymemelitian ini belum dapat

diperoleh.

Penilaian hasil..., Yani Zamriya, FR&J1, 2009



